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論文内容要旨
監序  論】
 リンパ球は免疫系において中心的な役割を担っている。インターロイキン2(IL-2)を初めと
 するサイトカインは特異的受容体を介し免疫系の制御を行っているが,受容体から核に至るシグ
 ナル伝達については不明の点が多い。サイトカイン受容体は酵素活性領域を欠くにも拘わらず,
 リガンド刺激によって速やかに細胞内蛋白のチロシンリン酸化が見られることからチロシンキナー
 ゼの関与が想定されている。そこでリンパ球活性化に関わる新たなチロシンキナーゼの存在を想
 定し単離を試みた。
 【結果及び考察】
 チロシンキナーゼは約250アミノ酸にわたるよく保存された酵素活性領域を持つが,この部位
 は更に保存度の高さから11(1-XI)のサブドメインに分類される。これらのうち,第四及び
 第IXサブドメイン内に特によく保存されたアミノ酸配列が存在することに着目し,この部分に対
 するPCRプライマーを作成した。リンパ球活性化に関わるチロシンキナーゼをクローニングす
 る目的から,PCRのテンプレートとしてPHA刺激末梢血リンパ球mRNA由来のcDNAを使用
 した。PCR産物は,丁細胞に発現する既存のチロシンキナーゼであるfynと1ckを除くため制限
 酵素処理した後,アクリルアミドゲルにて約150塩基対の部分を回収した。回収産物をPUC19
 にサブクローニング後シークエンスし検討した。24クローンを調べた結果,PDGFR,bFGFR
 などの既存の受容体型チロシンキナーゼの他,細胞質チロシンキナーゼに類似するが既存の分子
 と異なる1クローンを見いだした。cDNA全長を得るためこのクローンをプローブとして,新た
 に作成したPHA刺激末梢血リンパ球由来cDNAライブラリーをスクリーニングし,いくつかの
 ポジティブクローンを得た。最長のクローンpN2は4383bpのインサートを持ち,620アミノ酸
 にわたる翻訳可能領域を認めた。第363～612アミノ酸にはATP結合に関わるGSGQFGという
 配列があるほか,第391のKなどを含め,チロシンキナーゼに共通に見られる特徴的配列のす
 べてを有していた。更に第512番目のYはC-srcの416番目のYに当たり,自己リン酸化サイ
 トであることが推定された。酵素活性領域のN末側には,シグナル伝達分子に見られる配列で
 あるSH2及びSH3領域を認めた。明らかな膜貫通領域を欠くことから,この分子は新たな細
 胞質チロシンキナーゼであると考えられた。ホモロジー検索の結果,lckなどのsrcファミリー
 のチロシンキナーゼに高い相同性が認められた他,マウスteclと構造上の特徴を含めてよく類
 似していた。両者はN末領域がsrcより長く,ミリチレーションサイトを有しなかった。共に
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 C末領域においてsrcのネガティブレギュレーションサイトに相当するチロシン残基を欠き,異
 なった活性調節のメカニズムの存在が示唆された。論文作成中にマウスitk及びbtkがそれぞれ
 丁細胞及びB細胞より単離され,特にitkとホモロジーが極めて高いことから,我々の見いだし
 た分子はそのカウンターパート(h-itk)と考えられた。これらの分子は共通の特徴から新たな
 サブファミリーを形成するものと考えられた。i七kの機能解析のためGSTとitkのフュージョン
 蛋白を合成しマウスに免疫することによりTUK34,TUK35など数種のモノクロナール抗体を得
 ることに成功した。丁細胞株Jurkatを[駈S]一メチオニンラベル後,免疫沈降することにより
 72kDaのitkを同定した。更にinvitroリン酸化反応及びリン酸化アミノ酸分析により,チロ
 シンキナーゼ活性を証明した。次に,h-itk分子の発現をノーザンブロット解析した。HTLV-1
 感染丁細胞株MT2,TCL-Kanなどに強い発現が認められた他,丁細胞株Jurkat,MOLT-4な
 ど調べたすべての丁細胞株及びナチュラルキラー細胞株のYTC3に発現が認められた。これに
 対し調べたすべてのB細胞株のほか,他の血球系細胞株に発現を認めなかった。血球系以外の
 神経系,線維芽細胞系,上皮系の細胞株には全く発現していなかった。次に,丁細胞活性化と
 itkの関係を調べるため,末梢血リンパ球をPHAとIL-2刺激前後でitkの発現を検討した所,
 刺激後mRNAレベルの上昇が認められた。MTβ一1細胞をIL-2刺激した所,IL-2のみでmRNA
 の上昇が認められたことより,丁細胞活性化との関与が示唆された。今後,IL-2のシグナル伝達
 との関係に興味が持たれる。このほかマウスi七kは胸腺発達段階において発現が変化すると報告
 されており,丁細胞分化との関与も想定される。同じファミリーに属するB細胞チロシンキナー
 ゼbtkが原発性免疫不全症(XLA)の原因であることが報告されておりB細胞の分化増殖に深
 く関わっていることが明らかであることから,itkと免疫不全の病態との関連が注目される。
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 審査結果の要旨
 本論文はリンパ球活性化に関わる新たなチロシンキナーゼの存在を想定し単離を試みた結果,
 現在まで知られていなかった新規のチロシンキナーゼを同定しその性状を解析したものである。
 リンパ球は免疫系において中心的な役割を担っている。インターロイキン2(IL-2)を初めと
 するサイトカインは特異的受容体を介し免疫系の制御を行っているが,受容体から核に至るシグ
 ナル伝達については不明の点が多い。しかしながらリガンド刺激によって速やかに細胞内蛋白の
 チロシンリン酸化が見られることからチロシンキナーゼの関与が想定されている。そこで本研究
 ではリンパ球活性化に関わる新たなチロシンキナーゼの存在を想定し単離を試みた。チロシンキ
 ナーゼは11のサブドメインを有している。これらの中で最も保存されたアミノ酸配列を選択し
 これに相補的なプライマーを作成した。PHA刺激末梢血リンパ球由来cDNAを用いPCRを行っ
 た所,産物中に新たなチロシンキナーゼに由来すると思われる配列を見い出し,これをプローブ
 として全長を単離した。この遺伝子は620アミノ酸から成る翻訳可能領域を有し,チロシンキナー
 ゼの活性領域に加えSRC型チロシンキナーゼ等に見られるSH2及びSH3ドメインが認められ
 た。また,明らかな膜貫通領域を認めず細胞質チロシンキナーゼと考えられた。こうした構造は
 SRC型チロシンキナーゼに類似していたが,異なる特徴としてN末端のミリスチレーションサ
 イト及びC末領域に負の活性制御に関わるチロシン残基を欠いていた。類似性検索の結果チロ
 シンキナーゼのうちB細胞特異的BTK,同時期に単離されたマウスITKに極めて類似しており
 特に後者はカウンターパートと考えられた。構造上の特徴からこれらの分子はファミリーを形成
 しているものと思われる。ヒトITK遺伝子の発現を解析したところ丁細胞に特異的な発現が見
 られ,IL-2刺激により発現が増強した。さらに,モノクローナル抗体の作成を行った。得られ
 た抗体は丁細胞株JURKATより分子量72KDの蛋白を免疫沈降した。これはcDNAより予想
 された分子量に一致した。免疫沈降物をインビトロリン酸化反応したところ,分子量72KDのリ
 ン酸化蛋白を認めた。このバンドを切り出しリン酸化アミノ酸分解したところコントロールに比
 し著明にチロシン残基がリン酸化を受けていた。すなわち遺伝子産物のチロシンキナーゼ活性が
 証明された。以上より本遺伝子は丁細胞の分化増殖に重要な役割を果たすチロシンキナーゼで
 あることが示唆された。
 チロシンキナーゼは細胞の分化増殖のシグナルを伝える分子と考えられているほか,発癌や先
 天性免疫不全にも関わっていることが知られており新規の分子をリンパ球から単離し同定したこ
 とは高く評価できる。従って,本論文は博士号授与に値するものとみなす。
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